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Description of the invention 

5 The invention relates to a process for the light -induced 
immobilisation of biomolecules in monomolecular layers, 
using photoacti vat able arylazides or diazirines as 
molecular adhesives. Triggered by the rapid development 
and miniaturisation of bioanalytical methods on the one 

10 hand, and advances in biosensor technology on the other 
hand, there is lively interest in an increased 
understanding of the reciprocal effect between 
biomolecules and surfaces of an organic -synthetic or 
inorganic nature. Of equal importance is the development 

15 of methods for the effective, chemically stable coupling 
of biomolecules to carrier materials, wherein firstly 
neither chemical ly-pretreated nor extreme (coupling) 
reaction conditions must be set out. Analytic/diagnostic 
processes and the production of surface-active bio- 

20 sensors require suitable anchoring of the active 

materials in monomolecular layers. Since the surfaces of 
many carrier materials which have hitherto been used for 
this purpose have no, or few, suitable chemically 
reactive functions, biomolecules were hitherto mostly 

25 bound to pre-treated carrier materials via group- 
specific thermo- chemical reactions over the whole 
surface. Chemical immobilisations of this kind are 
basically possible. However, the process requires the 
presence of functional groups which can be specifically 

30 activated. Moreover, monomolecular covering of surfaces 
can only be facilitated over the whole surface using 
processes which have hitherto been used (bulk 
processes) . 

35 Similar processes are known from the prior art; Lingwood 
[C. A. Lingwood, Journal of Lipid Research 23., (1984) 
1010] describes the production of matrices with a 
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specific affinity with respect to glycolipids using 
heterobifunctional , crosslinking agents. To facilitate 
this, a technique is used, whereby a photoactivatable, 
heterobi functional crosslinking reagent is used for 
5 covalent immobilisation of glycolipids on agarose or 
specially-derived carriers made from glass. 

An inert carrier would not be considered for this 
process, but rather - along with aminohexylagarose - 
10 glasses functional ised via amino groups, such as e.g. 
aminopropyl glasses, or aminophenyl glasses. 

Further derivatisation of the amino matrix occurs by 
crosslinking the amino groups of the correspondingly- 

15 derivatised glass, either with hydroxysuccin- 

imidylazidobenzoate (HSAB) or with methyl -4 -azido- 
benzimidate (MABI) . The glycolipids which are to be 
bound are - after the matrix has been washed - then in a 
second step added in solution and are chemically 

20 covalent ly bound. 

In comparison, US patent 4 597 999 discloses a method 
for the covalent coupling of two molecular species, in a 
general sense. In particular, the process described in 

25 this document is used for the covalent binding of 
ligands, which have hydrocarbon groups, to a 
corresponding matrix. In addition, the process described 
in this document requires that the matrix in the carrier 
material has free amino groups [column 3, lines 21 ff.]. 

30 Named examples are, amongst others, aminophenyl and 
aminopropyl glasses. . 



With the process as described in US 4 597 999, in the 
first step the matrix containing the amino groups is 
converted with a he ter obi functional crosslinker - such 
as e,g. 4 -methylazidobenzimidate or N-hydroxysuccin- 
imidylazidobenzoate - in order to provide the activated 
matrix required for this process. In a second reaction 
step, the coupling reaction finally occurs with the 
desired ligands [column 4, lines 4 ff.]. 

Furthermore, in US patent 3 959 078 a process of enzyme 
immobilization is described whereby enzymes are 
immobilised using a thermochemical and a photochemical 
step. In the first step, a bifunctional agent which has 
a thermochemical ly and a photochemical ly activatable 
substituent in its original state, is bound in a 
thermochemical step to a suitably derivatised surface of 
a carrier material. In a further step, the carrier 
material which is derivatised in this way is activated 
photochemically, and the desired enzyme is thus bound 
within the framework of a photochemical step. 

In order to carry out the whole process, it is thus a 
basic prerequisite that the carrier material is 
derivatised in a suitable form. 

Whilst the bifunctional agent reacts in the dark with 
the amino group on the surface of the carrier material 
in the first thermochemical step, the actual 
immobilisation of the enzyme takes place in a second 
photochemical step . 



In comparison, the European disclosure of publication 
no. 0 175 973 discloses a carrier material for use in 
immune detemination, where a reaction partner of the 
immunologic reaction is covalently bound to the carrier 
5 material via heterobif unctional photoactivatable 

compounds, of which a functional group is formed by an 
acylacid group. 

As can be taken from the only example of this disclosure 
10 document, the process disclosed here is likewise a 

multi-step process, where the protein is firstly bound 
to a carrier material with a so-called "bridge-builder" 
- such as N-succinimidyl-6- {4 ' -azido-2 ' -nitrophenyl- 
amino) hexane. After the additional washing steps, the by 
15 this time carrier-bound protein is converted via 
Lohmant ' s reagent . 

This second bridge -builder reacts with the N-hydroxy- 
succinimide ester as a functional group covalent with 
20 the protein bound to the carrier. After further washing 
steps, the carrier-bound protein which has been 
derivatised in this way can be incubated with suitable 
antibodies, which are herein bound to the protein via 
their constant part . 

25 

Furthermore, a process can be taken from a report in the 
Patent Abstracts of Japan [vol. 13, no. 174 (C- 
589) (3522) of 25th April 1989], wherein a film, which is 
essentially water insoluble, made of an organic 
30 material, which contains a precursor-molecule for the 
formation of a nitrene or carbene, is used for the 
purpose of immobilisation. 



This film is formed on a substrate and in a second step 
is irradiated with light in the presence of a bioactive 
protein, which leads to immobilisation of the protein on 
the organic film material. From this abstract it follows 
that a two-step procedure is likewise necessary for 
carrying out this process. 

The objective of the present invention is to bind 
macromolecular substances, in particular biomolecules, 
to chemically- "inert" surfaces in a regio- specif ic and 
topologically-orientated manner. Methods are to be 
detailed which permit immobilisation of molecular layers 
of biologically-active active substances (protein 
molecules, nucleic acids, carbohydrates, lipids, low- 
molecular weight active substances) via suitable 
crosslinkers to solid phases (carrier materials) of 
different chemical nature. For covalent immobilisation, 
photoactiva table crossl inker molecules are to be used. 
Photoactivatable reagents are superior to thermochemical 
crosslinking reactions because the reaction can be 
triggered photo-optically or selected via targeted 
application of electrical energy with regard to location 
and dimensions, and the coupling reaction time can be 
controlled. 

The objective is fulfilled by means of the process 
according to the invention, facilitating the 
photochemical immobilisation of biomolecules onto 
"inert" carriers in one step. The covalent binding of 
the molecules to the carriers takes place via 
photogenenerated carbenes or nitrenes. Carbenes, like 
nitrenes, are extremely chemically-reactive intermediate 
products. They are suitable for covalently binding 
biomolecules via insertion reactions in C-H, C-C, C = C, 
N-H, 0-H and S-H bonds. For this reason, the resulting 
wide -ranged reaction spectrum of the photogenerated 
carbenes and nitrenes exceeds the thermochemical 



modification reactions with regard to the required 
reaction conditions. The smallest surfaces can be 
selectively activated and covered with monomolecular 
biomolecules by the use of laser light sources or by 
applying the required energy to activate the reactive 
functions . 

The photochemically- induced immobilisation of ligands 
takes place by using a multiply-derived linker molecule 
in a single reaction step. 

THE ONE -STEP COUPLING PROCESS CONSISTS OP THE FOLLOWING 
STEPS : 

1. A linker molecule (e.g. a synthetic or natural 
polymer) is multiply derived with 
heterobifunctional, photoactivatable crosslinker 
molecules (e.g. 3- (trif luoromethyl) -3- (m- 
isothiocyanophenyl) diazirine or 3- 
(trif luoromethyl) -3- (m-aminophenyl) diazirine, p- 
azidophenyl-isothiocyanate or p-azidoanilline (= 
photolinker polymer) . 

2. The photolinker polymer is dried on the "inert" 
surface . 

3. Biomolecules which are to be immobilised are 
applied in solution to the photolinker- coated 
surface. The solvent is partially or completely 
removed . 

4. The photoactivatable functional groups are 
activated and the coupling reaction triggered by 
irradiation with light of a suitable wavelength 
(diazirine: 350 nm) . 



5. After photocoupling has taken place, non-bound 
ligands are removed by repeated washing of the 
surface (e.g. by filtration). At the same time, 
accompanying substances (buffer components, salts, 
detergents) can be exchanged or removed from the 
system during this step. 

EXAMPLE OF AN APPLICATION OF THE ONE -STEP COUPLING 
PROCESS 

In Immunological processes based on adsorption, existing 
in analogy, proteins, peptides, nucleic acids and 
carbohydrates can be covalently immobilised to micro- 
titre plates in an astonishingly simple process. The 
process requires no special pretreatment of the 
biomolecules which are to be bound, and commercial 
carrier materials (e.g. Nunc Maxisorp Immunoplate) can 
be used without pretreatment. Micro-titre plates are 
coated with a polymer (polypeptide) which is provided 
with a plurality of photoactivatable functional groups 
(photolinker peptide) . Immobilisation takes place after 
exposure to light via carbene insertion. The photoactive 
functional groups on the suitable carrier molecule (e.g. 
diazirine) react simultaneously with the ligands which 
are to be boiind (e.g. protein, DNA, immunoglobin) and 
with the surface to be coated (e.g. polystyrene) . 

Production of the photolinker peptide 

Bovine serum albumin (80 mg) is suspended in 14 ml 
TEA/HAc -buffer, pH 10.5(100 ml H2O, 100 ml acetone, 1 ml 
triethylamine, 1 ml acetic acid (2 M) ) , and is sonicated 
in an ultrasound bath until the solution is clear. 6 ml 
acetone is added to 24 fil 3- (trifluoromethyl) -3- (m- 
aminophenyl) diazirine (TRIMID, produced according to 
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Dolder et al. (1990) J. Prot. Chem. 9, 407-415) in 
carbon tetrachloride. The protein solution and the 
reagent are mixed in a 100 ml round -bottomed flask and 
are refluxed for one hour at 70** C. In addition, the 
5 reaction solution is extracted three times, each with 3 0 
ml heptane/ethyl acetate (6:3 v/v) and the organic phase 
is discarded. The aqueous phase is lyophilised 
overnight. The dry product is suspended in 6 ml of 0.4% 
(w/v) sodium dodecyl sulphate in PBS (150 mM NaCl, 5 mM 

10 sodium phosphate pH 7.4), and is sonicated until the 
solution is clear. The product is then subjected to 
chromatographic adsorption on Sephadex G-15 medium in 
PBS for further purification, and the combined protein- 
containing fractions are dialysed for 48 hours against 

15 double-distilled H2O (Spectrapor cut off 6000-8000). 
After lyophilisation the product is kept at -20® C. 

Coating of the "Inert" surface 

20 

The reaction vessels of titre plates (e.g. Nunc Immuno 
Modules, Polysorp F8) are each mixed with 40 /jlI of 
photol inker peptide in H2O (corresponding to 1 nMol 
TRIMID-derived bovine serum albumin) . The base of the 
25 reaction vessel should be evenly moistened. In addition, 
the reaction vessels are dried in a water- jet vacuum for 
one hour at room temperature . These kinds of coated 
titre plate can be kept packed light-tight at -20** C for 
at least three months. 

30 

Application of the biomolecules smd light-induced 
immobilisation 

35 The ligands used for immobilisation are dissolved in a 
chosen buffer system (e.g. 1 mg Streptavidin in 2 ml of 
150 mM NaCl, 5 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4) and 



diluted until the desired final concentration (e.g. 10 
to 1000 pMol Streptavidin per 30 fxl) is obtained. The 
reaction vessels coated with the photolinker peptide are 
mixed with 3 0 /zl ligand solution and are dried for two 
hours in a water- jet vacuum at room temperature. To 
effect photo-activation, the reaction vessels are 
exposed to radiation with UV light rays (e.g. parallel 
UV (366 nm) tubes, Silvana F8T5/BLB USA, 8 Watt) for 5 - 
30 minutes, and are then washed 5 times each with 150 mM 
NaCl, 5 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4, twice with 
H2O and twice with alcohol. 

Quantitative detection of immobilisation 

The immobilisation of Streptavidin is quantified by the 
addition of radioactive- labelled ["c] -biotin. 
Immunoglobulins immobilised according to the described 
process can be complexed with a second antibody, which 
carries covalently-bound alkaline phosphatase, and can 
thus convert the substrate p-nitrophenyl phosphate. 
Released p-nitrophenol is quantitatively determined by 
absorption measurement (405 nm) in commercially- 
available ELISA readers. By an analogous procedure, 
digoxigenin-labelled DNA can be bound and detected via 
anti-digoxigenin antibodies and alkaline phosphatase. 

The covalent immobilisation of biomolecules of different 
classes illustrates the wide spectrum of application and 
great potential for applying the largely standardised 
process. Yields of bound molecules are good. The process 
can be integrated without difficulty into existing 
analysis procedures (e.g. ELISA). Apart from the 
independence of functional groups of ligands and the 
independence of limited reaction conditions, the 
multiple-useability of antigen-coated micro-titre plates 
and the easily- facilitated coupling of ligands are of 



- 10 - 

analytical and process -technological significance. 



The process firstly represents an applicable, tested 
method of immobilising biomolecules , which can be 
5 further developed until it is ready for marketing. A 

significant advantage of the described procedure is the 
fact that diazirines can be handled in daylight, 
filtered by window-glass. Their activation occurs at 350 
nm via commercially-available lighting equipment. 
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1. Process for the light -induced immobilisation of 
biomolecules, characterised in that the biomoleculee on 
photoactivatable carrier materials are covalently bound 
in one step to a chemicaHy inert surface by irradiation 
with light. • 

2. Process according to claim 1, characterised in that 
protein molecules, nucleic acids, carbohydrates, lipids 
or low-molecular weight active substances are used as 
the biomolecules. 

3. Process according to claim 1, characterised by 
binding of immunologically active molecules, 
particularly antibodies, antigens or haptens, with 
retention of their biological activity. 

4. Process according to claim 1, characterised by 
binding of biologically active molecules, particularly 
enzymes or receptors, in order to produce biosensors. 

5. Process according to claim 1, characterised by 
photochemical binding of protein molecules and/or 
carbohydrates to surfaces of implants in order to 
prevent the rejection of substances foreign to the body. 

6. Process according to claim 1, characterised by 
binding of biomolecules. particularly protein molecules 
or parts thereof, in order to produce molecular 
switching elements. 
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Besehreibung 

Die Erfindung betritft ein Verfahren zur lichtinduzier- 
ten Immobilisierung von Biomolekulen In monomoleku- 
laren Schichten unter Verwendung von photoaktivierba- 
ren ArylazkJen Oder Diazlrinen ais molekulare Klebstof- 
te. Ausgeldst durch die schnelle Entwteklung und Minia- 
turisierung von b»analytischen Methoden einerseits. 
und den Fortschrltten der Blosensortechnik anderer- 
seits besteht ein reges Interesse, die Wechselwirkung 
zwischen BfonriolekOlen und Oberflachen organisch- 
synthetischer oder anorganischer Natur besser zu ver- 
stehen. Gletchwertig in der Bedeutung ist die Entwick- 
lung von Methoden zur wirksamen, chemisch stabilen 
Kopplung von Biomolekulen an Tragermateriallen. wo- 
bei erstere weder chennisch vorbehandelt noch extre- 
men (Koppiungs)Reaktionsbedingungen ausgesetzt 
werden mQssen. Anaiytisch/diagnostische Verfahren 
und die Hersteltung von oberflachenaktiven Biosenso- 
ren erfordem eine geeignete Verankerung der Wirkstof- 
fe in monomolekularen Schichten. Weil die Oberflachen 
vieler, zu diesem Zweck bisher eingesetzten Tragerma- 
teriallen keine oder wenig geeignete chemisch reaktive 
Funktionen besitzen. wurden Biomolekule bisher meist 
oberflachendeckend mittels gruppenspezifischen, ther- 
mochemischen Reaktionen an vorbehandelte Trager- 
materlalien gebunden. Chemische Immobilisieoingen 
dieser Art sind grundsatzlich moglich. Das Verfahren 
eetrt jedochdas Vorhandensein vonfunktionellen Grup- 
pen voraus, die sich gazielt aktivieren lassen. Zudem 
kann die nx>nomolekutare Belegung von Oberflachen 
mit bisher venivendeten Verfahren lediglk:h oberflachen- 
deckend durchgefuhrt werden (bulk-Verfahren). 

Ausdem Stand der Technik sind ahnliche Verfahren 
bekannt; sobeschreibt Lingwood [C.A. Lingwood, Jour- 
nal of Lipid Research 25, (1984) 1010] die Herstellung 
von Matrices mit einer gewissen Affinitat bezuglich Gly- 
kolipiden unter Venwendung von heterobifunktk>nellen, 
quen/emetzenden Agenzlen. Dazu wird eine Technik 
eingesetzt. bei der ein photoaktivierbares. heterobifunk- 
tionelles Quervemetzungsreagens zur kovatenten Im- 
mobilisierung von Gtykolipiden auf Agarose oderspezi- 
ell derivatlsierten Tragem aus Gtas zur Anwendung 
kommen. 

Als Tragermaterial kommt bei diesem Verfahren 
kein inerter Trager in Frage, sondern - neben Aminohe- 
xylagarose - durch Aminogruppen funktionalisierte Gla- 
ser, wie z.B. sog. Aminopropylglaser oder auch Amino- 
phenylglaser. 

Die weitere Derivatlsiemng der Aminomatrix erfolgt 
durch Vemetzen der Aminogruppen des entsprechend 
derivatlsierten Glases entweder mit Hydroxysuccinimi- 
dylazkjobenzoat (HSAB) oder mit Methyl-4-azkJobenzl- 
midat (MABI). Die zu bindenden GlycoHpide werden • 
nach dem Waschen der Matrix - erst in einem zweiten 
Schritl in Losung zugefOgt und chemisch kovatent ge- 
bunden. 

Daneben offenbart die US-Patentschrrft 4 597 999 



im allgemelnen Sinn eine Methode zur kovatenten 
Kupplung zweier molekularer Spezies. Insbesondere 
frndet das in dieser Patentschrift beschriebene Verfah- 
ren Venwendung zur kovalenten Bindung Kohlenwas- 
s serstoffgruppen-aufweisender Liganden an eine ent- 
sprechende Matrix. - Auch das in diesem Dokument be- 
schriebene Verfahren stelit an das Tragermaterial die 
Forderung, daB die Matrix freie Aminogruppen aufwetst 
[Spatte 3. Zeile 21 ff.]. Als Beispiele sind u.a. sog. Ami- 
10 nophenyl- und Aminopropylglaser genannt. 

Bei dem in der US-PS 4 597 999 beschriebenen 
Verfahren wird im ersten Schritt die aminogruppenhal- 
tige Matrix mit einem heterobifunktionellen Quen^emot- 
zer - wie beispielsweise 4-Methylazkk)benzimidat oder 
'5 N-Hydroxysuccinimidylazidobenzoat umgesetzt, um 
die fOr dieses Verfahren bendtigte aklivierte Matrix be- 
reitzustellen. - In einem zweiten Reaktionsschritt erfolgt 
letztendlich die Kupplungsreaktion mit dem gewunsch- 
ten Liganden [Spatte 4. Zeile 4ff.]. 
20 Des weiteren wird in der US-Patentschrift 3 959 078 
ein Verfahren zur Enzymimmobilisierung beschrieben, 
bei dem Enzyme unter Anwendung eines thennochemi- 
schen und eines photochemischen Schritts immobili- 
siert werden. 

2S Dabei wird in einem ersten Schritt ein bifunktionel- 
les Angens. das im ursprunglichen Zustand einen ther- 
rrKxshemisch aktivierbaren und einen photochemisch 
aktivieibaren Substltuenten aufweist, in einen thermo- 
chemischen Schritt an eine geeignet derivatislerte 
30 Oberflache eines Tragermaterials gebunden. In einem 
weiteren Schritt wird das so derivatislerte Tragermate- 
rial auf photochemischem Wege aktiviert und das ge- 
wunschte Enzym somrt im Rahmen eines photochemi- 
schen Schritts gebunden. 
3S Zur Durchfuhrung des Gesamtverfahrens Ist somit 
grundlegende Voraussetzung, daB das Tragermaterial 
in geeigneter Form derivattsiert ist. 

Wahrend das bifunktionelle Agens im ersten ther- 
mochemischen Schritt in der Dunkeiheit mit der Amino- 
^ gruppe an der Oberflache des Tragermaterials reagiert. 
erfolgt erst in einem zweiten photochemischen Schritt 
die eigentliche Immobilisierung des Enzyms. 

Daneben offenbart die Europaische Offenlegungs- 
schrift der Publikationsnummer 0 175 973 ein Trager- 
^5 material zur Venvendung fur die Immunbestimmung, bei 
dem ein Reaktionspartner der immunologischen Reak- 
tion an das Tragermaterial uber heterobifunktionelle 
photoaktivierbare Verbindungen, deren eine funktwnel- 
le Gruppe durch eine Acylacldgruppe gebildet wird, ko- 
so valent gebunden wird. 

Wie dem etnzigen Beispiel dieser Offenlegungs- 
schrift entnommen werden kann, handelt es sich auch 
bei dem dort offenbarten Verfahren ebenfalls um ein 
mehrstufiges Verfahren, bei dem das Protein zunachst 
55 mit einem sog. "BruckenbiWner' - wie zum Beispiel N- 
Succinlmidyl-6-(4'-azido-2'-nitrophenylamino)hexan - 
an ein Tragermatrial gebunden wird. Nach den anschlie- 
Benden Vteschschritten wird das nunmehrtragergebun- 
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Protein mil Lohmant's Reagenz umgesetzt. 
^ieser zwelte Bruckenbildner reagiert mil dem N- 
y^^oxy-succinimidester als funktionelle Gruppe kova- 
®" rnit denr^ dem aul dem Trager gebundenen Pro- 
Nach emeuten Waschschritten kann das so deri- 
vat'siQ^^ tragergebundene Protein mit geeigneten An- 
' ^T>er inkubiert werden, welche hierbei mit Ihrem kon- 
s anten Tell an das Protein gebunden werden. 

^es weiteren kann einem Referat im Patent Ab- 
^^^^^ts of Japan (Vol. 13. No. 174 (C-589)(3522) vom 
• ^ril 1989) ein Verfahren entnommen werden, bei 
®in Im wesentlichen wasser-unloslicher Film aus 
®'"®ni organischen Material, der ein Precursor-MolekOl 
°ildung eines Nitrens Oder Carbens enthalt zur Im- 
'Tiooilisierung eingesetzt wird. 

kisser Film wird aut einem Substrat gebiWet und in 
fi'i^ern 2weiten Schritt in Gegenwart eines bbaktiven 
•^^^Qins mit Licht bestrahit, was zu einer Immobilisie- 
rung Proteins aut dem organischen Filmmaterlal 



tuha. 



^^^^^'■en geldst, das photochemische Immobilisierung 

aiomolekulen an "inerten" Tragem in einem Schritt 
«""^9licht. Die kovalente Bindung der Bbmolekuie an 
^ger erfolgt Qber photogenerierte Carbene oder 
^ ''®'^o. Carbene, ebenso wie Nitrene sind chemisch 
aussQr^i reaktlve Zwischenprodukte. Sie sind geeignet, 
^|^^^>ekOle durch Insertk^nsreakltonen in C-H. C-C, 

• N-H, O-H, S-H Bindungen kovalent zu binden. Das 
^In^t brertgefacherte Reaklwnsspeklrum der 

h lu^^^'^®"^^®" Carbene und Nitrene ubertrifft des- 
. ^ ^ie thermo-chemischen Modlfikationsreaktionen 

K***^^ erforderten Reaktionsbedingungen. 
. ^insatz von Laseriichtquellen oder durch Appli- 

^ ^er, zur Aktivierung der reaktiven Funktbnen er- 
l^l^.^'^^'chen Energie, konnen kleinste Oberflachen se- 
e fv ^i^jyjQ^ BiomolekOlen monomolekular be- 

*^ photochemisch Induzierte Immobilisierung von 
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Aus diesem Abstract geht somit hen^or, daO zur ^ 



des Verfahrehs ebenfalls eine zweistufi- 
9® ^orgehensweise zwingend erforderlich ist 

ist die Aufgabe der vorllegenden Erfindung, ma- 
^^oiekulare Stoffe, insbesondere Biomolekule, regio- 
^^®^'^'sch und lopologisch orientiert an chemisch "iner- 
^oerflachen zu binden. Es sollen Methoden autge- 
9t Werden, die eriauben. molekulare Schichten von 
°|°'^9isch aktiven Wirkstoffen (EiweissmolekOle, Nu- 
^'[^^uren, Kohlehydrate, Lipide, niedermolekulare 
^ ^toffe) Ober geeignete Vemetzer an teste Phasen 
I^^^Q^fmaterial) von unterschledlicher chemlscher Na- 
" n^^ inrimobiiisieren. Zur kovalenten Immobilisierung 
^ Photoaktivierbare VAametzermolekule, eingesetzt 
^n. Photoakttviert>are Reagenzien eind den ther- 
"^^'^^mischen Vemetzungsreaktionen Oberlegen, 
Reaklion photo-optisch oder durch geziette Ap- 
P ™*ion elektrischer Energie bezOglich Ort und Abmes- 
f^^^ Selektioniert und die Kopplungsreaktion zeitlich 
i;?Hiert ausgelost werden kann. 
^'^e Aufgabe wird durch das erfindungsgema3e ^ 
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Liganden erfolgt unter Verwendung eines mehrfach de- 
rivierten Linkermolekuls in einem einzigen Reaktions- 
schritt. 

DAS errndunqsgemAse, einsturge kopp- 

LUNGSVERFAHREN BESTEHT AUS DEN FOLGEN- 
DEN TEILSCHRITTEN: 

1. Ein LtnkermolekQI (z.B. ein synthetisches oder 
natOrliches Polymer) wird mit heteroblfunktk)nellen, 
photoaktivierbaren VernetzermolekOlen (z.B. 3- 
(Trifluoromethyl)-3-(m-isothiocyanophenyl)diazirin 
Oder 3-(Trifluoromethyl)-3-(m-aminophenyl)diazi- 
rin, p-Azidophenylisothiocyanat oder p-Azidoanitin) 
mehrfach derivtert (= Photolinkerpolymer). 

2. Das Photolinkerpolymer wird auf die "inerte" 
Oberfiache aufgetrocknet. 

3. Zu immobiltsierende BionrK>lekQle werden geldst 
auf die photolinker-belegte Oberfiache aufgetra- 
gen. Das Ijdsungsmittel wird partiell oder ganzlich 
entfemt. 

4. Durch Einstrahlen von Licht mit geetgneter Wel- 
lenlange (Diazirine: 350 nm) werden die photoakti- 
vierbaren funktbnelien Gruppen aktiviert und die 
Kopplungsreaktion ausgelost. 

5. Nach erfolgter Photokopplung werden nicht-ge- 
bundene Liganden durch mehrmaliges Wiaschen 
der Oberfiache (z.B. durch Filtration) entfernt. Mit 
diesem Schritt konnen gleichzeitig Begleitsubstan- 
zen (Pufferkomponenten. Salze, Detergentien) 
ausgetauscht oder aus dem System entfemt wer- 
den. 

BEISPIEL EINER ANWENDUNG DES EINSCHRITT- 
KOPPLUNGSVERFAHREN8 



In Anatogie zu bestehenden, auf Adsorption basie- 
renden immunologischen Verfahren konnen Proteine, 
Peptide, Nukieinsauren und Kohlehydrate in einem er- 
staunlich einfachen Prozess kovalent auf Mikrotiterplat- 

^ ten immobilisiert werden. Das Vorgehen verlangt kenie 
spezlelle Vorbehandlung des zu bindenden Biomole- 
kQls und handelsObltehe Tragermaterialien (z.B. Nunc 
Immunoplate Maxisorp) konnen ohne Vorbehandlung 
verwendet werden. Mikrotiterplatten werden mit einem 

so Polymer (Polypeptid) belegt, welches vorgangig mehr- 
fach mit photoaktivierbaren funktionellen Gruppen be- 
stuckt wurde (Photolinkerpeptid). Die Immobilisation er- 
folgt nach Belichtung durch Carben- insertion. Die am 
TragermolekOI angebrachten photoaktiven funktionel- 

ss len Gruppen (z.B. Diazirine, reagieren gleichzeitig mit 
demzu bindenden Liganden (z.B. Protein. DNS, Immu- 
noglobulin) und mit der zu belegenden Oberfiache (z.B. 
Polystyrol). 
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Herstellung des Photoiinkerpeptides 

Rinderserumalbumin (BO mg) wird in 14 ml TEA/ 
HAc-Putfer. pH 10.5 (100 ml HgO. 100 ml Aceton, 1 ml 
Triethylamin, 1 ml Essigsaure (2 M)) suspendiert und im s 
Uttraschallbad beschallt bis die Ldsung ktar ist Zu 24 ^l 
3-(Trifluoromethyl)-3-(m-amlnophenyl)dlazlrin (TRI- 
MtD, hergesteitt nach Dolder et al. (1990) J. Prot. Chem. 
9. 407-41 5) in Tetrachtorkohtenstoff werden 6 ml Aceton 
gegeben. Proteinlosung und Reagens werden in einem io 
100 ml Rundkolben gemischt und wahrend einer Stunde 
bei 70*0 ruckflussiert. Die Reaktionslosung wird an- 
schliessend dreimal mit je 30 ml Heptan/Essigsaure- 
ethyiester (6:3 v/v) extrahiert und die organische Phase 
verworfen. Die V\tesserphase wird uber Nacht lyophili- '5 
siert. Das trockene Produkt wird in 6 ml 0.4% (w/v) Na- 
trium Dodecylsulfat in PBS (150 mM NaCI, 5 mM Natri- 
um Phosphat pH 7,4) suspendiert und beschallt bis die 
Losung klar ist. Zur weiteren Reinigung wird das Pro- 
dukt an Sephadex G-15 medium in PBS chromatogra- ^ 
phiert und die veretnigten proteinhattigen Fraklionen 4B 
Stunden gegen H2O bidest dialysiert (Spectrapor cut off 
6000-8000). Nach Lyophilisation wird das Produkt bei - 
20*C auf bewahrt. 

2S 

Belegen der 'inerten' OberflSche 

Die Reaktionsgefasse von Titerplatten (z.B. Nunc- 
Immuno Module, Polysorp F8) werden mil je 40 ^1 Pho- 
tolinkerpeptid In HgO (entsprechend 1 nMol TRIMID- 30 
deriviertem Rinderserumalbumin) versetzt. Der Boden 
des Reaktionsgefasses soli gleichmassig benetzt sein. 
Die Reaktbnsgefasse werden anschliessend am Was- 
serstrahlvakuum wahrend einer Stunde bei Raumtem- 
peratur getrocknet. Derart belegte Titerplatten konnen 3S 
Ichtdk^t verpackt bei -20°C mindestens 3 Monate auf- 
bewahrt werden. 



Quantitattver Nachweis der Immobilisierung 

Die immobilisierung von Streptavkiin wird durch Zu- 
gabe von radbaktiv markiertem [i*CJ-Biotin quantifi- 
ziert. Nach beschriebenem Verfahren immobilisierte Im- 
munoglobuiine konnen mit einem zweiten Antikorper 
komplexiert werden, welcher alkatlsche Phosphatase 
kovalent gebunden tragt und somit das Substrat p-Ni- 
trophenylphosphat umsetzen kann. Freigesetztes p-Ni- 
trophenol wird durch Absorptionsmessung (405 nm) in 
kommerziell erhaltlichen ELISA-Reader Geraten quan- 
titativ bestimmt. In analogem Vorgehen kann Digoxi- 
genin nrrarkierte DNS gekoppelt und uber anti-Digoxi- 
genin Antikorper und alkafische Phosphatase nachge- 
wiesen werden. 

Die kovalente Immobilisierung von Bk>molekulen 
verschiedener Klassen illustriert das breite Anwen- 
dungsspektnim und grosse Anwendungspotential des 
weitgehend standardisierten Verfahrens. Die Ausbeu- 
ten an gebundenen MolekOlen sind gut. Das Verfahren 
lasst sich uneingeschrankt in bestehende Analysepro- 
zesse (z.B. ELISA) integrieren. Nebst der Unabhangig- 
keit von funktioneilen Gruppen am Liganden und der 
Unabhangigkeit von einschrankenden Reaktionsbedin- 
gungen, sind die Mehrfachverwendung Antigen-beleg- 
ter Mikrotiterplatten und die einfach durchfuhrbare 
Kopplung von Liganden von analytischer und vertah- 
renstechnischer Bedeutung. 

Das Verfahren stellt erstmals eine anwendbare, er- 
probte Methode zur lmnrK)bilisierung von Bksmolekulen 
dar. die bis zur Marictreif e entwickelt werden konnte. Ein 
bedeutender Vorteil des beschriebenen Ntorgehens ist 
die Tatsache, dass Diazirine bei fenstergias-gefittertem 
Tagesiicht gehandhabt werden konnen. Ihre Aktivierung 
erfolgt bei 350 nm mit kommerziell erhaltlichen Beleuch- 
tungsgeraten. 



Applikation der Blomolekule und liehtinduzlerte Im- 
mobilisierung 40 

Die zur Immobilisierung eingesetzten Liganden 
werden in einem beliebigen Puffersystem gelost (z.B. 1 
mg Streptavidin in 2 ml 150 mM NaCI. 5 mM Natrium 
Phosphat Puffer, pH 7.4) und bis zur gewQnschten End- 
konzentratkxi (z.B. 10 bis 1000 pMol Streptavidin pro 
30 ^1) verdQnnt. Die mit PhotolinkerpeptkJ betegten Re- 
aktionsgefasse werden mit 30 ^1 Ligandldsung versetzt 
und zwei Stunden bei Raumtemperatur am Wasser- 
strahlvakuum getrocknet. Zur Photoakth/ierung werden so 
die Reaktionsgefasse 5 - 30 Minuten der Strahlung von 
UV Lichtquellen (z.B. parallel angeordnete U V (366 nm) 
Rohren, Silvania F8T5/BLB USA. 8 Watt) ausgesetzt, 
und anschliessend je 5 mal mit 150 mM NaCI, 5 mM 
Natrium Phosphat Puffer, pH 7.4, 2 mal mit H2O und ss 
zweimal mit Alkohol gewaschen. 



Patentanepruehe 

1. Verfahren zur lichtinduzierten Immobilisierung von 
Biomolekulen, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Bk)molekQle auf photoaktivierisaren Tragenmateria- 
lien durch Einstrahlen von Licht an einer chemisch 
inerten Oberftache In einer Stufe kovalent gebun- 
den werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net. daB als Biomolekule EiweiBmolekule, Nuklein- 
sauren, Kohlehydrate Lipide oderniedermolekulare 
Wirkstoffe elngesetzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daB immunologisch aktrve Molekule, insbeson- 
dere Antikorper. Antigene Oder Haptene unter Er- 
haltung ihrer bk>logischen Aktivitat gebunden wer- 
den. 
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^erfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
^et, daB biologlsch aktive MolekOle, insbesondere 
Enzyme oder Rezeptoren, zum Zweck der Herstel- 
lung von Bbsensoren gebunden warden. 

^ertahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
'^et, daB EiweiBmolekule und/oder Kohlehydrate 
^ur Vermeldung der AbstoBung korperfremder Sub- 
^tar^zen photochemisch aut Oberflachen von Im- 
P'antaten gebunden warden. 

^Qrfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
'^^t, daB BiomolekQIe, insbesondere EiweiBnnole- 
I^Qte Oder Telle davon, zum Zweck der Herstellung 
^ molekubren Schaltelementen gebunden war- 
den. 
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f^rocess for the light-induced immobilisation of bio- 
f^olecules. characterised in that the bionrK>lecules 
^ photoactlvatable carrier materials are covalently 
l^nd in one step to a chemically inert surface by 
"Radiation with light. 

Process according to claim 1 , characterised in that 
P^'otein molecules, nucleic acids, carbohydrates, li- 
pids or low-molecular weight active substances are 
^^Qd as the btomolecules. 

Process according to claim 1, characterised by 
binding of immunologically active molecules, partic- 
ularly antibodies, antigens or haptens, with reten- 
*'on of their biobgical activity. 

'^■'Ocess according to claim 1, characterised by 
^(nding of biotogicaliy active molecules, partk:ularly 
^nzynffes or receptors, in order to produce biosen- 
sors. 

^''Ocess according to claim 1 , characterised by pho- 
^ochemical binding of protein molecules and/or car- 
^^ydrates to surfaces of implants in order to pre- 
^^nt the rejectk)n of substances foreign to the body. 
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^''Ocess according to claim 1. characterised by 
^^nding of bbmolecules, partk:utar1y protein mole- 
^^tes or parts thereof, in order to produce molecular 
®^itching elements. 
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par projection de lumidre sur une surface chimique- 
ment inerte. 

Procddd selon la revendication 1 caractdrisd en ce 
que des molecules de protdtnes, des actdes nucldi- 
ques, des gluctdes, des lipides ou des principes ac- 
tits de faible masse mol6culaire sont utilises comme 
bkxnolteules. 

Procddd selon la revendication 1 caractdrisd en ce 
que des molteutes immunologiquement actives, en 
particulier des antkx)rps, des antigdnes ou des hap- 
tdnes, sont focdes avec consen/ation de leur activity 
bk>logique. 

Proc^dd selon la revendication 1 caractdrisd en ce 
que des molecules biotogiquement actives, en par- 
ticulier des enzymes ou des r6cepteurs, sont fix6es 
en vue de ta productkxi de biocapteurs. 

ProcSdd selon la revendicatbn 1 caract6ris6 en ce 
que des molecules de protdines et/ou des glucides 
sont fix^s par voie photochimique sur des surfaces 
tfimptants pour dviter le rejet de substances 6tran- 
gdres & I'organisme. 

Procddd salon la revendication 1 caractdrisd en ce 
que des biomoldcules. en particulier des molecules 
de prot^ines ou des parties de celles-ci, sont fix^es 
en vue de la production d'dldments de circuits mo- 
l^culaires. 



"•^indications 

^ • ^'■Oc6d6 pour rimmobilisation induite par la Iumi6re ss 
^® biomol6cules caract6ris6 en ce que les biomo- 
'^c^uies sont fixdes de manidre covalente en une 
sur des matdriaux supports photo-actrvables 
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